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摘要 细胞 穿 膜 肽 〈Cell-penetrating peptide, CPP) 作为 一 种 体内 大 分 子 药物 跨 膜 运输 载体 被 
广泛 研究 和 应 用 。 中 期 因子 Midkine (MK) 是 人 体 的 一 种 带 有 肝素 结合 域 (Heparin-Binding 
Domain, HBD) 的 生长 因子 。 本 文 报道 了 MK 中 HBD 的 部 分 富 含 碱 性 和 氨基酸 的 基因 序列 
(命名 为 MK-S0) 与 绿色 荧光 蛋白 (EGFP) 基因 融合 表达 后 ， 能 将 EGFP 有 效 地 转运 入 胞 
内 ， 且 其 穿 膜 转 运 效率 高 于 经 典 穿 膜 肽 Tat。 将 MK-SO 序列 进行 进一步 突变 优化 改造 得 到 的 
MK-A4， 其 穿 膜 效 率 比 天 然 序列 来 源 的 MK-S0 提高 16 倍 以 上 ， 且 MK-A4 的 穿 膜 转 运作 用 
适用 于 多 种 肿瘤 细胞 。 穿 膜 机 理 分 析 研究 结果 显示 ，MK-A4 可 与 细胞 表面 硫酸 乙酰 肝素 结 
合 ， 随 之 以 巨 胞 饮 形 式 内 知 入 胞 。 采 用 MTT 方法 检测 的 细胞 生长 抑制 试验 结果 显示 ， 连 接 
有 MK-A4 的 苦瓜 来 源 的 核糖 体 失 活 蛋白 MAP30 比 单独 的 MAP30 对 HeLa 肿瘤 细胞 的 ICso 
值 降低 5.8 倍 ， 大 大 提高 了 这 种 药物 蛋白 抑 杀 肿瘤 细胞 的 效果 。 由 此 表明 , 源 于 MK 的 这 种 
经 过 突变 改造 的 MK-A4， 可 作为 一 种 新 型 高 效 的 细胞 穿 膜 肽 ， 将 药物 蛋白 有 效 运输 到 细胞 
内 发 挥 抗 肿瘤 效应 。 
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Abstract Cell-penetrating peptides (CPPs) have been widely used in decades for its ability to 
carry many macromolecular drugs across cell-membrane to exert their effects. Midkine (MK) is a 
heparin-binding growth factor with a heparin-binding domain (HBD). In this article, the HBD in 
MK that is rich in basic amino acids (MK-SO) was fused with enhanced green fluorescence protein 


(EGFP) and then it was found that MK-SO could deliver EGFP into cells, and its transporTation 


capacity is much higher that classical CPPs (such as Tat). After the sequence optimization on 
MK-S0, MK-A4 whose trans-membrane ability was increased about 16-fold than MK-SO was 
obtained. The trans-membrane ability of MK-A4 was also suitable for a variety of tumor cells. The 
further investigation of endocytic pathways on MK-A4 was shown that MK-A4 penetrates 
cell-membrane through interacting with heparin sulfate on the cell surface and then via 
macropinocytosis. The results of cell growth inhibition by MTT method showed that MK-A4 
could enhance the inhibitory effect of a ribosome-inactivating protetn-MAP30 about 5.8-fold in 
HeLa cells which is significantly enhance the anti-tumor activity of MAP30. It was suggested 
that MK-A4 optimized from heparin-binding domain MK is a novel human-derived CPP with high 
efficiency, and is a new drug vector for anti-tumor therapy. 
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许多 抗 肿瘤 药物 (如 核糖 体 失 活 蛋白，RIPs) 不 能 自主 跨越 细胞 膜 屏 障 进入 
胞 内 发 挥 药 理 作用 , 而 细胞 穿 膜 肽 则 能 够 将 这 些 和 蛋白 质 或 者 生物 大 分 子 药物 转运 
进入 细胞 内 发 挥 其 药理 作用 上 3。 ee 
B]， 具 有 自主 罕 透 细胞 膜 的 能 力 由 ， 能 够 携带 生物 大 分 子 进入 胞 内 ， 而 不 影响 被 
转运 ee 因此 其 作为 一 种 新 型 有 潜力 的 药物 运输 载 
体 ， 在 抗 炎症 治疗 名， 核酸 和 蛋白质 的 递送 中 等 方面 具有 广泛 的 应 用 前 景 。 

O HETT E E A i A a E T BY at R A ET R E A R 
CHSPGs) ， 与 许多 细胞 的 生物 学 功能 有 联系 ， 如 介 导 细胞 与 胞 外 基质 的 相互 作 
用 , 细胞 间 的 交流 ,调控 胞 外 基质 的 结构 和 功能 , FEE. PHO, TERA 
炎症 反应 中 具有 重要 作用 "I。 许 多 人 体 蛋 白质 (如 和 绰 白 酶 ， 生 长 因子 ， 趋 化 因 
子 以 及 病原 体 和 蛋白 等 ) 分 子 结构 中 存在 着 一 种 特殊 的 被 称 为 肝素 结合 域 
(Heparin-Binding Domain, HBD) 的 结构 ， 可 与 细胞 表面 的 HSPGs 发 生 相 互 作 
用 ， 参 与 细胞 的 各 种 生理 生化 功能 和 病理 过 程 n"2。 由 于 这 类 HBD 大 都 是 由 多 
个 碱 性 氨基 酸 残 基 组 成 ,其 结构 上 与 经 典 的 穿 膜 肽 相似 ,因此 本 课题 组 前 期 曾 将 
源 于 人 胞 外 超 氧 化 物 歧化 酶 EC-SOD) 羧基 末端 肝素 结合 域 开 发 成 为 一 种 新 型 
人 源 性 细胞 穿 膜 肽 oa。 一 些 文献 报导 中 也 有 将 胰岛 素 样 生 长 因子 结合 蛋白 00、 人 
类 肝素 结合 表皮 生长 因子 样 的 生长 因子 a3 的 HBD 开发 成 穿 膜 肽 的 报道 
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究 生 ， 研 究 方向 为 分 子 生物 学 与 生物 药物 。 
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人 中 期 因子 Midkine (MK) 同样 是 一 种 带 有 肝素 结合 域 的 生长 因子 /细胞 因 
子 ng， 其 能 够 促进 多 种 细胞 的 生存 、 迁 移 、 分 化 和 基因 的 表达 ， 与 细胞 的 再 生 和 
(ER AKUT, MK 在 某 些 肿瘤 细胞 〈 如 胰腺 瘤 组 织 ) 中 有 有 异常 表达 ， 被 认为 在 肿 
瘤 发 生 / 致 冶 作 用 中 具有 潜在 作用 , 也 被 认为 是 一 种 瘤 症 /肿瘤 的 分 子 标记 [9。MK 
H HBD 含有 两 个 间隔 的 肝素 结合 位 点 ， 富 含 碱 性 氨基 酸 残 其 器 。 我 们 选取 MK 
的 C 末端 101 至 121 位 氨基 酸 残 基 序列 CTKPCTPKTKAKAKAKKGKGKD， 简 
BK MK-SO) 进行 穿 膜 活性 研究 。 由 于 原始 的 MK-S0 位 于 MK 的 C 端 ， 并且 前 
期 已 有 多 种 肝素 结合 域 被 成 功 开 发 成 细胞 穿 膜 肽 也 是 置 于 EGFP 的 Cmi 15), 
所 以 我 们 模仿 MK 的 天 然 结 构 ， 将 MK-S0 构建 于 增强 型 绿色 荧光 蛋白 (EGFP) 
的 C 端 ， 观 察 MK-S0 转运 EGFP 进入 细胞 的 能 力 。 随 后 进一步 进行 MK-S0 4i 
构 的 优化 ,期 望 获得 一 种 穿 膜 效率 更 高 的 新 型 罕 膜 肽 。 本文 进一步 分 析 这 种 新 型 
穿 膜 肽 的 穿 膜 细 胞 谱 及 其 内 化 途径 。 此 外 , 将 这 种 穿 膜 肽 与 香瓜 来 源 的 核糖 体 失 
活 和 蛋白 (MAP30) 进 行 融合 ， 考 察 这 种 新 型 穿 膜 肽 的 引入 是 否 能 大 大 提升 MAP30 
融合 蛋白 的 抗 肿瘤 效果 。 本 研究 为 从 HBD 结构 中 开发 新 型 人 源 性 细胞 穿 膜 肽 提 
供 了 有 益 的 借鉴 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 与 试剂 

MK-SO 的 基因 序列 源 于 人 MK 的 部 分 HBD 序列 ， 由 上 海 生 工 公司 合成 ， 构 
建 在 pET28a KARIK E. E.coli BL21 (DE3) 宿主 菌 、EGFP-HBD-pET28a、 
EGFP-Tat-pET28a, EGFP-R9-pET28a 等 质粒 、 人 宫颈 瘤 细 胞 (HeLa)、 非 小 细胞 
肺癌 细胞 (95D) 、 人 胃癌 细胞 (MGC8-3) 、 人 肺癌 细胞 (A549) 、 人 大 肠 瘤 
细胞 CLoVo) 、 小 鼠 黑色 素 瘤 细胞 (B16) 均 为 本 实验 室 保存 。 表 达 载 体 的 相关 
引物 由 上 海 生 工 公司 合成 。 卡 那 霉 素 (kana) 、 异 丙 基 -B-D- 硫 代 吡 喃 半 乳 糖苷 
(PTG)、 噬 唑 蓝 (MTT) 等 均 来 自 匠 云天 生物 技术 公司 。 测 序 由 华 大 基因 完成 。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 重组 质粒 的 构建 

以 EGFP-MK-A4 为 模板 ， 通 过 PCR 扩 增 BamH I-MK-A4-Xho I 的 目的 片段 ， 
用 这 两 种 限制 性 核酸 内 切 酶 BamH 1. Xho I 分 别 酶 切 目的 片段 MK-A4 和 载体 质 
粒 MAP30-HBD-pPET28b ， 通 过 连接 得 到 重组 质粒 MAP30-MK-A4-pET28b, 用 
E.coli 扩 增 菌 DH5o 为 宿主 转化 重组 质粒 ， 待 菌落 PCR 验证 正确 送 公司 测序 经 比 
对 确认 重组 质粒 序列 的 正确 性 。 
1.2.2 重组 蛋白 的 表达 与 纯化 


—= 


将 合成 和 构建 成 功 的 重组 质粒 分 别 转 入 E.coli BL21 (DE3) 菌 株 中 , 将 阳性 克 
隆 菌 接种 到 30 mL LB 培养 基 ( 含 50 pg/mL kana) 中 , 37 'C 培 养 12 h, 然后 将 2 % 
的 菌 液 接种 到 200 mL 的 培养 基 中 , 等 菌 液 ODeoo 达到 0.4-0.6 时 ,加 入 1 mmol/L 
IPTG 在 各 个 温度 下 进行 诱导 表达 (16 C 16h, 25 C 12 h, 37 'C 8h) ,确定 表达 
的 最 优 温度 。 带 有 EGFP 的 所 有 重组 蛋白 在 25 CHEKA, A MAP30 的 重 
组 蛋白 在 16 'C 下 诱导 表达 。 诱导 后 的 菌 体 用 3000 r/min 离心 20 min, 经 重 悬 〈 绥 
冲 液 20 mmol/L Tris-HCl, 10 % 甘 油 ，0.5 mol/L NaCl, pH 8.5) ~ HEE IREZ, 12000 
r/min 离心 后 取 上 清 在 Ni-NTA 中 进行 纯化 。 通 过 含 不 同 浓度 咪唑 的 缓冲 液 进 行 
洗 洗 和 洗 脱 收集 目的 蛋白 。 经 20 mmol/L Tris-HCI、10 % 甘 油 、0.5 mol/L NaCl, 
pH 7.2 的 透析 缓冲 液 透 析 移 除 咪 只 ， 用 SDS-PAGE 分 析 各 样品 。 目 的 蛋白 经 无 
菌 过 滤 后 在 -80 ‘CC 保存。 

1. 2.3 体外 细胞 培养 

本 研究 中 的 HeLa、A549、MGC8-3、SMMC 用 RPMI-1640 (含有 10 % 胎 牛 
血清 和 1 AFERRA) ，95D 用 DMEM 培养 基 (含有 10 % 胎 牛 血 清和 1% 
青霉素 - 链 霉 素 ) 在 37 'C，5 % CO; 的 培养 箱 中 培养 。 

1.2.4 荧光 实验 

将 各 种 细胞 以 1x104 的 密度 接种 于 24 孔 板 中 培养 12h， 用 带 EGFP 的 各 融 
AA 5 pM 与 细胞 孵育 12 h， 随 后 用 PBS 洗涤 ，4 % 多 聚 甲 醛 室温 固定 20 
min, PBS 洗 去 固定 液 ， 经 DAPI 核 染 1-2 h 后 ， 置 于 荧光 显微镜 下 观察 各 融合 蛋 
白 在 细胞 内 的 奖 光 强度 。 

1. 2.5 流 式 细胞 仪 分 析 

将 HeLa 细胞 于 6 孔 板 中 培养 12 h， 加 入 融合 蛋白 旷 育 12h 后 ， 用 PBS 洗 
涤 三 次 后 ， 用 胰 和 蛋白 酶 消化 收集 细胞 ， 通 过 流 式 细胞 仪 〈 激 发 波长 Ex488 nm, 发 
射 波长 Em530 nm) 分 析 胞 内 荧光 强度 。 

1.2.6 穿 膜 途径 的 研究 

将 HeLa 细胞 以 1x105 的 密度 在 六 孔 板 中 培养 12h 后 ,用 各 种 内 吞 途 经 抑制 
剂 预 处 理 HeLa 细胞 30 min, 抑制 剂 包括 : 1 mg/mL 肝素 钠 ( 细 胞 表面 硫酸 乙酰 
肝素 蛋白 聚 糖 竞争 性 抑制 剂 ) 、10 mM BAL CATP 代谢 物 抑 制剂 ) 、10 pg/ 
mL 盐酸 氯 两 嗪 〈 网 格 蛋白 抑制 剂 ) 、10 pg/ mL B- 环 糊 精 〈 脂 质 管 抑制 剂 ) 和 
10 kg/ mL 细胞 松弛 素 D 〈F- 肌 动 蛋 白 抑 制剂 ) 。 随 后 分 别 在 各 个 孔 中 加 入 融合 
蛋白 EGFP-MK-A4 和 EGFP-MK-S0, SA 12h 后 ， 处 理 收集 细胞 ， 通 过 流 式 细 
胞 术 检测 细胞 内 荧光 。 

1. 2.7 药物 蛋白 对 肿瘤 细胞 的 抑制 实验 分 析 

药物 蛋白 MAP30-MK-A4 对 各 种 肿瘤 细胞 的 抑制 作用 通过 MTT 实验 来 进行 

分 析 。 细 胞 以 1x104 的 密度 接种 于 96 孔 板 中 培养 12 h 后 ， 用 不 同 浓度 梯度 的 药 
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物 蛋 白 (0、0.1、0.5、1、2、3 uM) Js) 8F A HeLa、SMMC、MGC803 细胞 24 h 
后 ， 弃 去 原 有 培养 基 ， 用 含 5 mg/mL 的 MTT 溶液 在 37 CHR PIN 3-4h, 

FE MTT 溶液 后 在 每 个 孔 中 加 入 150 uL Z PÆ DMSO) 。 待 沉淀 溶解 后 ， 
通过 Thermo 酶 标 仪 (吸收 波长 为 490 nm) 测 定 每 个 孔 中 的 吸光 度 来 计算 存活 率 。 


2 实验 结果 
2.1. 重组 蛋白 EGFP-MK-SO 的 表达 与 纯化 

将 公司 合成 的 重组 质粒 EGFP-MK-S0-pET28a 转 入 E.coli BL21 (DE3) 感受 
态 细胞 中 ,按照 1.2.2 方法 成 功 表 达 和 纯化 了 EGFP-MK-S0 重组 绰 白 。 SDS-PAGE 
电泳 结果 如 图 1 所 示 ， 重 组 蛋白 EGFP-MK-S0 在 25 'C 下 以 可 溶 形 式 表 达 ， 通 过 
Ni-NTA 亲 和 层 析 纯 化 获得 目的 蛋白 EGFP-MK-S0 (32.02 kDa) 。 纯 化 的 蛋白 通 
过 凝 胶 扫描 软件 扫描 纯度 达到 90 % 以 上 ， 经 无 菌 过 滤 后 用 于 后 续 细 胞 实验 。 


图 1 纯化 的 重组 蛋白 EGFP-MK-S0 进行 SDS-PAGE 分 析 


Figure.1 SDS-PAGE analysis of fusion protein EGFP-MK-S0 
M:Low molecule weight protein marker 
Lane 1, uninduced E.coli (DE3); Lane 2, induced E.coli (DE3) (EGFP-MK-S0); Lane 3, the supernatane of induced E.coli (DE3) 
(EGFP-MK-SO); Lane 4, the inclusion body of induced E.coli (DE3) (EGFP-MK-S0); Lane 5, Elution; Lane 6, Elution of 20 mM 
imidazole; Lane 7, Elution of 200 mM imidazole; Lane 8, purfied EGFP-MK-S0 for two times dilution; Lane 9, purfied 
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2.2 MK-SO 融合 EGFP 的 穿 膜 效率 研究 

MK-S0 是 肝素 结合 样 生长 因子 MK 中 一 段 富 含 碱 性 氨基 酸 的 带 有 肝素 结合 
位 点 的 序列 ， 为 了 研究 MK-S0 是 否 具有 蛋白 转运 能 力 ， 首 先 以 增强 型 绿色 荧光 
蛋白 (EGFP) 为 示 踪 有 蛋白， 考察 MK-SO 携 载 EGFP 进入 HeLa 细胞 的 效率 。 将 
EGFP-MK-S0 重组 和 蛋白 〈S$ uM) 与 HeLa 细胞 共 孵 育 不 同 的 时 间 (1、4、12、24 
h) ， 通 过 菊 光 显微镜 观察 HeLa 细胞 中 的 痰 光 强 度 ， 单独 的 EGFP 在 HeLa 细胞 
内 没有 观察 到 绿色 效 光 信号 ， 而 融合 了 MK-S0 的 EGFP 能 够 在 HeLa 细胞 中 呈 
现 出 绿色 荧光 , 并 且 HeLa 细胞 对 EGFP-MK-S0 的 吸收 效率 与 旷 育 时 间 呈 正 相 关 


(图 2a) 。 同 样 ， 不 同 浓度 (1、2、5、10 uM) 的 EGFP-MK-S0 融合 蛋白 与 
HeLa 细胞 旷 育 12 h 后 ， 观 察 到 被 检测 的 样品 在 HeLa 细胞 中 显示 出 不 断 增强 的 
胞 内 荧光 ， 并 呈现 出 浓度 依赖 性 〈 图 2b) 。 

进一步 以 Tats RO 和 课题 组 前 期 报道 的 人 源 性 HBDP?% 之 间 的 和 蛋白 转运 活性 
比较 ， 流 式 细胞 术 定 量 结果 显示 ， 与 单独 的 EGFP 对 照相 比 ，EGFP-HBD、 
EGFP-Tat EGFP-R9 穿 膜 效率 分 别提 高 了 4.36 倍 、2.58 倍 、4.66 倍 ， 其 中 
EGFP-MK-SO 的 穿 膜 效率 提升 效果 最 显著 ,提升 了 7.52 倍 ( 图 2c,2d) 。 实 验 结 
果 表 明 MK-S0 作为 一 种 生长 因子 来 源 的 肝素 结合 域 具有 携 载 生物 大 分 子 进入 
HeLa 细胞 的 能 力 ， 其 穿 膜 效率 优 于 经 典 的 Tat 等 ， 并 表现 出 穿 膜 肽 典型 的 时 间 
和 浓度 依赖 性 的 特点 。 
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(c) (d) 
图 2 EGFP-MK-SO 及 多 种 CPPs 的 荧光 检测 及 流 式 细胞 术 检 测 
Figure.2 Fluorescence microscopy and flow cytometry among EGFP-MK-S0 and other three CPPs. Time-response (a) and 
concentration-response (b) of fusion protein EGFP-MK-S0; the transporting efficiency was analyzed by FCM among different CPPs (c,d) 
2.3 MK-SO 穿 膜 肽 序列 的 优化 设计 
一 般 认为 细胞 穿 膜 肽 中 的 碱 性 氨基 酸 对 穿 腊 作 用 有 重要 贡献 2u, 碱 性 氨基 酸 
的 肽 基 基 团 与 细胞 膜 表 面 HSPGs 分 子 的 阴离子 如 硫酸 基 团 、 人 磷酸 基 团 形成 氧 键 
2， 带 正 电 的 氨基 酸 与 细胞 膜 脂 双 层 的 负电 基 团 相互 作用 ， 随 后 以 一 种 或 多 种 内 
EIB A EAHA). MK-SO 肝素 结合 域 富 含 碱 性 氨基 酸 ， 将 MK-SO 中 部 分 
非 碱 性 氨基 酸 进 行 检 换 的 MK-A1l 的 细胞 穿 膜 活性 与 MK-S0 相 比 ,没有 发 生 改变 ， 
说 明 非 碱 性 氨基 酸 对 MK-S0 的 穿 膜 的 贡献 作用 不 大 (图 3a)。 
为 了 进一步 获得 一 种 穿 膜 效率 更 高 的 新 型 细胞 穿 膜 肽 , 我 们 对 MK-S0 进行 了 


若干 种 提高 碱 性 氨基 酸 比例 的 突变 ， 将 纯化 后 的 各 种 突变 体 蛋 白 分 别 与 HeLa 细 
WERS 12 h， 通 过 荧光 显微镜 观察 HeLa 细胞 内 的 荧光 强度 以 考察 穿 膜 活性 的 
变化 ( 表 1)。 


表 1 MK-S0 的 突变 体 序列 


Table.1 Mutant sequence of MK-SO 


Name Sequence Fusion protein 
MK-S0 TKPCTPKTKAKAKAKKGKGKD EGFP-MK-S0 
MK-Al GKPCGPKGKVKSKIKKGKGKS EGFP-MK-A1 
MK-A2 TKPCTPCKTKAKAKAKAKAKAKKGKGKD EGFP-MK-A2 
MK-A3 TKPCTPRTRARARARRGRGRD EGFP-MK-A3 
MK-A4 TKPCTPRTRARARARARARARRGRGRD EGFP-MK-A4 


结果 如 图 3 所 示 , KA 重复 序列 是 穿 膜 肽 MK-S0 自身 具有 的 结构 特征 ;此 外 ， 
MK-S0 穿 膜 序列 模 建 显示 KA 的 重复 位 于 MK-S0 的 w- 螺 旋 中 (MK-S0 中 第 6 到 
第 16 个 氨基 酸 之 间 的 序列 PKTKAKAKAKK 组 成 了 a- 螺 旋 结构 (图 3b) ,因此 通 
过 增加 MK-S0 中 KA 重复 序列 以 提高 穿 膜 肽 的 碱 性 氨基 酸 比例 的 突变 体 
MK-A2， 比 MK-S0 穿 膜 效 率 提 高 约 1.5 倍 ， 将 赖 氨 酸 残 基 蔡 换 成 碱 性 更 强 的 精 
氨 酸 残 基 的 突变 体 (MK-A3) ， 其 穿 膜 效率 比 MK-S0 高 出 了 1.39 倍 ， 综 合 考虑 
上 述 两 种 突变 策略 , 进一步 设计 了 MK-A4 突变 体 , 结果 显示 HeLa 细胞 内 MK-A4 
的 痰 光 显 著 增 强 ， 比 原始 序列 MK-S0 的 穿 膜 效 率 提高 了 近 16 A, 表明 增加 碱 性 
氨基 酸 残 基 的 比例 以 及 蔡 换 成 碱 性 更 强 的 氨基 酸 残 基 获 得 的 MK-A4 能 够 大 大 增 
强 HeLa 细胞 中 罕 膜 效率 ， 并 依旧 呈现 出 细胞 穿 膜 肽 时 间 和 剂量 依赖 性 的 特征 
(图 3) 。 
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3 EGFP-MK-SO 突变 体 的 穿 膜 效 率 分 析 
Figure.3 penetrating ability of MK-SO mutants 
a. fluorescence detection of EGFP-MK-S0O and EGFP-MK-AS0;b. structural modeling of MK-SO 
c. fluorescence detection of mutants 


d. flow cytometry of mutants; d-f. fluorescence microscopy detection of MK-A4. 


2.4 高 效 穿 膜 肘 MK-A4 在 不 同 肿瘤 细胞 中 的 穿 膜 效 率 
由 于 MK-A4 穿 膜 效 率 明 显 高 于 原始 序列 MK-S0, 实验 随后 考察 了 通过 突变 
获得 的 MK-A4 高 效 穿 膜 肽 在 不 同 肿 瘤 细 胞 (HeLa、SMMC、MGC803、A549、 
95D) 中 的 穿 膜 效 率 。 纯 化 的 EGFP-MK-A4 融合 蛋白 通过 凝 胶 扫描 软件 扫描 纯度 
达到 90 % 以 上 ， 经 无 菌 过 滤 后 用 于 后 续 细 胞 实验 〈 图 4) 。 
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4 纯化 的 重组 蛋白 EGFP-MK-A4 的 SDS-PAGE 分 析 
Figure.4 SDS-PAGE analysis of fusion protein EGFP-MK-S4 


M:Low molecule weight protein marker 


Lane 1, uninduced E.coli (DE3); Lane 2, induced E.coli (DE3) (EGFP-MK-A4); Lane 3, the supernatane of induced E.coli (DE3) 
(EGFP-MK-A4); Lane 4, the inclusion body of induced E.coli (DE3) (EGFP-MK-A4); Lane 5, Elution; Lane 6, Elution of 20 mM 
imidazole; Lane 7, Elution of 200 mM imidazole; Lane 8, Elution of 500 mM imidazole; Lane9, Elution of 1 M imidazole; 


Lane10,purfied EGFP-MK-A4 ; Lane 11, purfied EGFP-MK-S4 


将 EGFP-MK-A4 (5 uM) 475-5 APREA 12 h 后 , 痰 光 显 微 镜 观 察 
结果 显示 EGFP-MK-A4 能 够 转 导 进入 5 种 肿瘤 细胞 中 , 显示 了 MK-A4 在 穿 膜 性 
质 上 有 具有 细胞 广 谱 性 ， 并 且 在 HeLa 细胞 中 表现 出 最 强 的 穿 膜 活 性 CA 5) o H 
于 不 同 肿瘤 细胞 表面 的 硫酸 乙酰 肝素 的 含量 及 性 质 不 同 ， 可 能 导致 MK-A4 在 不 
同 肿瘤 细胞 中 穿 膜 效率 的 差异 。 
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5 EGFP-MK-A4 的 穿 膜 细胞 谱 


Figure.5 Penetrating ability of EGFP-MK-A4 into cells of variable origin. 
2.5 高 效 穿 膜 肽 MK-A4 内 化 机 制 分 析 

CPPs 在 运载 大 分 子 药物 时 主要 通过 内 吞 的 方式 将 药物 运输 进入 胞 内 中 。 为 
了 痔 明 高 效 穿 膜 肽 MK-A4 的 内 化 机 制 , 本 文通 过 肝素 钠 (HSPGs 竞争 性 抑制 剂 )、 
AALEN CATP 代谢 抑制 剂 ) 、 盐 酸 氧 两 嗪 〈 网 格 重 白 抑制 剂 ) 、B- 环 糊 精 〈 脂 
质 和 抑 制剂 ) 、 细 胞 松弛 素 D 〈F- 肌 动 蛋 白 抑制 剂 ) 等 多 种 内 吞 途径 抑制 剂 对 
MK-A4 的 内 化 机 制 进 行 研究 。 将 HeLa 细胞 以 1x105 个 / 孔 接 种 于 六 孔 板 中 ， 分 
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别 加 入 各 种 抑制 剂 30 min 后 ， 再 加 入 EGFP-MK-A4 (5 uM) RIFA 12 h， 通 过 
流 式 细胞 仪 分 析 胞 内 荧光 强度 。 如 图 6 所 示 ， 以 EGFP-MK-A4 为 阳性 对 照 ， 用 
肝素 钠 和 细胞 松弛 素 处 理 的 细胞 抑制 了 EGFP-MK-A4 在 细胞 内 的 痰 光 强 度 ， 但 
EGFP-MK-A4 在 HeLa 细胞 内 的 荧光 并 不 受 B- 环 糊 精 、 盐 酸 氯 两 嗪 和 登 氮 化 钠 三 
种 抑制 剂 的 使 用 而 降低 〈 图 6) 。 这 些 实验 结果 表明 MK-A4 是 通过 与 细胞 表面 
的 硫酸 乙酰 肝素 结合 再 依赖 内 吞 途经 转 导 进入 胞 内 ， 巨 胞 饮 是 MK-A4 的 主要 内 
FER- 
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6 各 种 内 香 途 经 抑制 剂 对 EGFP-MK-A4 穿 膜 效率 的 影响 


Figure.6 Effect of endocyticc inhibitors on penetrating ability of EGFP-MK-A4 


2.6 MK-A4 在 抗 肿瘤 药物 运输 中 的 应 用 

MAP30 是 一 种 来 源 于 苦瓜 蛋白 的 I 型 核糖 体 失 活 和 蛋白, 但 是 MAP30 因 其 本 
身 的 低 细胞 穿 膜 效率 而 限制 了 肿瘤 治疗 的 应 用 。MK-A4 是 生长 因子 MK 中 肝素 
结合 域 突变 后 优化 的 高 效 穿 膜 肽 ， 为 了 研究 MK-A4 对 抗 肿瘤 蛋白 MAP30 的 运 
输 能 力 ， 首 先 以 单独 的 EGFP 对 肿瘤 细胞 的 生长 作用 为 对 照 ， 考 察 了 融合 蛋白 
EGFP-MK-A4 是 否 对 细胞 有 促 生长 效应 。 将 EGFP 和 EGFP-MK-A4 (0-5 uM) 
分 别 与 HeLa AAAS A 24h, RUR 7 显示 ， 与 EGFP 4% ARIA i HeLa 
细胞 的 生长 没有 受到 抑制 , 加 入 EGFP-MK-A4 融合 蛋白 的 HeLa 细胞 的 存活 率 也 
同样 没有 变化 ， 表 明 MK-A4 不 具有 对 肿瘤 细胞 的 抑 杀 作用 。 
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7 EGFP, EGFP-MK-A4 对 HeLa 的 促 生长 效应 

Figure.7 Growth effect of EGFP、 EGFP-MK-A4 to HeLa cells 
随后 通过 将 MK-A4 序列 与 MAP30 进行 融合 ， 融 合 和 蛋白 MAP30-MK-A4 经 
1.2.2 的 方法 成 功 进行 了 表达 和 纯化 ， 结 果 如 图 8 所 示 。 随 后 考察 重组 蛋白 
MAP30-MK-A4 对 不 同 肿 瘤 细 胞 (HeLa、SMMC、MGC80-3) 的 生长 抑制 作用 。 
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图 8 纯化 的 重组 蛋白 MAP30-MK-A4 的 SDS-PAGE 分 析 
Figure.8 SDS-PAGE analysis of fusion protein MAP30-MK-A4 
M:Low molecule weight protein marker 
Lane 1, uninduced E.coli (DE3); Lane 2, induced E.coli (DE3) (MAP30-MK-A4); Lane 3, the supernatane of induced E.coli (DE3) 
(MAP30-MK-A4); Lane 4, the inclusion body of induced E.coli (DE3) (MAP30-MK-A4); Lane 5, Elution; Lane 6, Elution of 20 
mM imidazole; Lane 7, Elution of 200 mM imidazole; Lane 8, Elution of 500 mM imidazole; Lane9, Elution of 1 M imidazole; 


Lane10, purfied MAP30-MK-A4 ; Lanel1, purfied MAP30-MK-A4 


分 别 将 MAP30 与 MAP30-MK-A4 Py Ata Sz AS 3 种 肿瘤 细胞 共 孵 育 24h 

(0-3 uM) 检测 细胞 存活 率 。 结 果 如 图 9 所 示 ， 与 不 加 穿 膜 肽 MK-A4 的 MAP30 
相 比 , MAP30-MK-A4 对 不 同 的 肿瘤 细胞 的 生长 都 有 不 同 程度 的 抑制 。 对 于 HeLa 
细胞 ， 在 同样 的 蛋白 浓度 (1 uM) 下 ， 与 MAP30 重组 蛋白 共 孵 育 后 的 HeLa 存 
活 率 约 为 73 %， 与 融合 了 MK-A4 穿 膜 肽 的 MAP30 重组 蛋白 (MAP30-MK-A4) 
共 孵 育 后 ,存活 率 约 为 38 %，MAP30 对 HeLa 的 ICso 为 2.576， 而 融合 了 MK-A4 


穿 膜 肽 的 MAP30-MK-A4 对 HeLa 的 IC 是 0.444 (Al 9a) , ICso FREY 5.8 倍 ; 
如 表 二 所 示 , 同样 条 件 下 ，MAP30-MK-A4 对 于 SMMC, MGC80-3 肿瘤 细胞 ICso 
比 单独 的 MAP30 分 别 下 降 了 5.3. 4.1 1% CA 9b,9c) 。 其 中 MAP30-MK-A4 对 
HeLa 细胞 抑制 作用 最 强 ， 药 效 可 提升 5.8 倍 。 MTT 结果 与 前 面 MK-A4 在 不 同 
肿瘤 细胞 中 穿 膜 效 率 结果 基本 一 致 (图 5)。 
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图 9 重组 蛋白 MAP30-MK-A4 对 不 同 肿瘤 细胞 存活 率 的 影响 


Figure.9 Effects of fusion protein on tumor cell viability 


表 2 MAP30 融合 蛋白 对 不 同 肿瘤 细胞 的 半 抑 制 浓 度 《ICso0) 


Table.2 Half maximal inhibitory concentration ICso of fusion protein to tumor cells 


IC50 (uM) 
Tumor cells MAP30 MAP30-MK-A4 Increased fold 
HeLa 2.576 0.444 5.8 
SMMC 3.028 0.572 5.3 
MGC803 2.367 0.580 4.1 


通过 GraphPad Prime 6 得 到 


3 讨论 

细胞 穿 膜 肽 作为 一 种 新 型 的 药物 运输 载体 已 成 为 抗 肿瘤 治疗 中 的 研究 热点 
2， 许 多 研究 表明 具有 肝素 结合 功能 域 的 蛋白 质 具 有 与 细胞 表面 肝素 /HS 结合 的 
能 力 并 且 它 们 的 一 部 分 可 以 内 化 到 细胞 中 。 课题 组 前 期 获得 了 一 种 来 自 EC-SOD 
肝素 结合 域 的 细胞 穿 膜 肽 和 一 种 被 鉴定 具有 细胞 罕 膜 肽 性 质 的 肝素 结合 样 生长 
HBP (Heparin-Binding Peptide), FKA RIH FHA IT Heen, MK 作 
为 一 种 肝素 结合 样 的 生长 因子 ， 能 够 促进 细胞 生长 、 生 存 、 迁 移 等 , 在 MK 的 C 
端 结构 中 含有 两 个 肝素 结合 位 点 , 并 且 第 二 个 肝素 结合 位 点 是 一 个 碱 性 氨基 酸 高 
含 区 ， 由 于 大 多 数 的 CPPs 的 穿 膜 进入 细胞 内 主要 是 依靠 氨基 酸 中 带 正 电 氨基 酸 
EARMA), W Tatzal。 因 此 在 本 研究 我 们 首先 考察 了 MK 的 C 端 富 含 碱 
性 氨基 酸 的 肝素 结合 位 点 序列 MK-S0 是 否 具 有 香 白 转运 能 力 ， 实 验 结 果 显 示 来 


源 于 肝素 结合 样 生 长 因子 MK 的 MK-S0 是 一 种 新 型 的 CPP， 并 且 它 的 穿 膜 效 率 
高 于 经 典 CPPs 如 Tat 等 (图 2 c-d), 而 且 也 具有 时 间 和 剂量 依赖 性 特点 (图 2 a-b). 

文献 报导 富 含 碱 性 氨基 酸 精 氨 酸 有 利于 细胞 穿 膜 肽 穿 膜 进入 细胞 咖 , 因此 提 
高 小 肽 中 碱 性 氨基 酸 的 比例 所 带 来 的 电荷 效应 对 于 CPPs 的 内 化 具有 重要 作用 。 
为 了 进一步 提高 MK-S0 携 载 生 物 大 分 子 进 入 细胞 内 的 效率 ， 本 研究 随后 对 
MK-S0 的 序列 进行 了 优化 突变 , 通过 提高 MK-S0 中 碱 性 氨基 酸 的 比例 或 者 使 用 
碱 性 更 强 的 碱 性 氨基 酸 蔡 换 设计 了 若干 种 突变 体 ， 结 果 显 示 ， 优 化 的 MK-A4 的 
穿 膜 效率 显著 增加 ， 比 原始 序列 MK-SO 提高 了 约 16 倍 (图 3) 。 

MK-A4 这 种 新 型 细胞 穿 膜 肽 来 源 于 富 含 碱 性 氨基 酸 的 肝素 结合 域 ， 在 对 
MK-A4 内 化 机 制 的 研究 中 发 现 ， 肝 素 钠 抑制 剂 的 使 用 使 EGFP-MK-A4 融合 蛋白 
进入 细胞 内 的 量 明显 下 降 ， 显 示 了 硫酸 乙酰 肝素 在 MK 来 源 的 穿 膜 肽 的 内 化 中 
起 重要 作用 (图 6) ， 推 测 MK-A4 穿 膜 的 第 一 步 可 能 是 成 复 的 碱 性 氨基 酸 以 静 
电 相 互 作用 与 细胞 表面 的 HS 结合 ， 随 后 再 依赖 内 甜 途 经 转 导 进入 胞 内 。 对 
MK-A4 在 不 同 肿瘤 的 穿 膜 效率 的 研究 结果 显示 MK-A4 能 够 穿 膜 进 入 多 种 细胞 
中 ， 并 且 在 不 同 的 肿瘤 细胞 中 穿 膜 效率 不 同 (图 5) 。 内 化 机 制 显示 MK-A4 H 
有 与 细胞 膜 表 面 的 HSPGs 具有 相互 作用 ， 推 测 可 能 是 由 于 不 同 肿瘤 细胞 表面 的 
硫酸 乙酰 肝素 性 质 不 同 而 导致 MK-A4 在 不 同 肿瘤 细胞 中 穿 膜 效 率 的 差异 ， 其 机 
理 有 待 进一步 研究 。 

课题 对 MK-A4 这 一 新 型 高 效 穿 膜 肽 在 抗 肿瘤 中 的 应 用 研究 表明 : MK-A4 能 
够 提高 MAP30 对 不 同 肿 瘤 细 胞 的 抑制 作用 《图 9) ， 与 没有 融合 穿 膜 肽 MK-A4 
的 MAP30 比较 ，MAP30-MK-A4 对 三 种 肿瘤 细胞 HeLa、SMMC、MGC803 药 效 
提升 均 有 明显 提高 ， 表 明 穿 膜 肽 MK-A4 的 引入 有 效 促进 了 MAP30 进入 细胞 ,大 
大 提高 了 其 对 肿瘤 细胞 的 杀伤 作用 。 
结论 

本 文 对 人 中 期 生长 因子 MK 中 富 含 碱 性 氨基 酸 的 肝素 结合 域 序 列 进行 研究 ， 
通过 对 原 有 MK-S0 序列 进行 突变 改造 , 获得 一 种 新 型 高 效 的 MK-A4 穿 膜 肽 ,并 
进行 了 穿 膜 途径 和 穿 膜 性 质 的 相关 研究 。 对 肿瘤 细胞 生长 的 抑制 实验 表明 , 融合 
了 高 效 穿 膜 肽 MK-A4 的 MAP30 对 多 种 肿瘤 细胞 均 表 现 出 明显 高 于 MAP30 杀伤 
效应 。 
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